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Реакция иммунной системы на повреждение спинного мозга реализуется местным и системным вос-
палением с последующей репарацией и восстановлением функции поврежденных органов. Возмож-
ность управления провоспалительной активностью и  стимуляция процессов регенерации является 
важным аспектом исследования. В  качестве инструмента могут выступать внеклеточные везикулы 
(ВВ), продуцируемые активированными моноцитоподобными клетками, регулирующая деятельность 
которых может приводить к поляризации иммунного ответа в М1 или М2 направлении. Цель иссле-
дования ‒ изучить системные эффекты внеклеточных везикул, продуцированных активированными 
моноцитоподобными клетками линии THP‑1, при моделировании повреждения спинного мозга у рыб 
Danio rerio. Было показано, что интрацеломическое введение ВВ, полученных при стимуляции клеток 
фактором некроза опухоли (TNF), рыбам Danio rerio с травмой спинного мозга приводило к провос-
палительному эффекту, проявлявшемуся увеличением экспрессии генов il‑6 и  tnf-α в  тканях мозга, 
и к менее выраженному изменению активности в тканях сердца, печени и почки. ВВ, полученные от 
неактивированных клеток, а также от клеток, активированных PMA (4-phorbol‑12-myristate‑13-acetate) 
такой активностью не обладали. Таким образом, продемонстрирована возможность посредством вне-
клеточных везикул, продуцированных активированными моноцитоподобными клетками, влиять на 
поляризацию иммунного ответа после смоделированной травмы спинного мозга у рыб Danio rerio.
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ВВЕДЕНИЕ
Повреждение центральной нервной системы 

(ЦНС), черепно-мозговые травмы, травмы спин-
ного мозга приводят к  гибели нейронов и  глии 
в очаге поражения и вызывают развитие воспали-
тельной реакции [1]. На ранних этапах иммунно-
го ответа вследствие нейротравмы происходит ак-
тивация нейроглии (микроглия, астроциты и  др.) 
[2–4], рекрутирование и  инфильтрация перифе-
рических иммунных клеток (нейтрофилов, мо-
ноцитов, лимфоцитов) в очаг повреждения [2, 5], 
высвобождение DAMP (дистресс-ассоциирован-
ных молекулярных паттернов), таких как белки те-
плового шока (HSP), мочевая кислота, ДНК, РНК 
и др., которые, взаимодействуя с Toll-подобными 
и  NOD‑подобными рецепторами, способны за-

пускать и  усиливать процессы системного вос-
паления, в  том числе и  нейровоспаления [2, 6]. 
Активация клеток нейроглии и  периферических 
иммунных клеток приводит к секреции провоспа-
лительных цитокинов (фактор некроза опухолей 
альфа (TNF‑α), интерлейкин‑6 (IL‑6), интерлей-
кин‑1β (IL‑1β)), которые представляют собой ран-
ние эффекторы, вызывающие развитие пострав-
матического воспаления [7]. Несмотря на то, что 
формирование нейровоспаления направлено на 
устранение повреждения, неконтролируемый вос-
палительный каскад способен приводить к вторич-
ным повреждениям ЦНС, что часто препятствует 
функциональному восстановлению нервной ткани 
[2, 8]. Регулирование воспалительных реакций на 
ранних стадиях поражения ЦНС может быть эф-
фективным методом нейропротекции [8].
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При изучении механизмов развития и  возмож-
ностей регуляции системного воспаления особое 
значение уделяют внеклеточным везикулам, как 
одним из ключевых факторов межклеточной ком-
муникации и регуляции различных биологических 
процессов, начиная от поддержания гомеостаза до 
развития и  прогрессирования многих патологиче-
ских состояний, в  том числе воспалительных [9]. 
Внеклеточные везикулы в  своем составе эффек-
тивно переносят различные регуляторные молеку-
лы, такие как малые некодирующие РНК, длин-
ные некодирующие РНК, кольцевые РНК, ДНК, 
ферменты, липиды, гормоны, цитокины и  другие 
[2, 10–14]. В совокупности термин “внеклеточные 
везикулы” включает в себя три группы частиц, от-
личающихся между собой размером и механизмом 
образования: экзосомы имеют самый маленький 
размер от 30 до 150 нм, микровезикулы от 100 до 
1000 нм, и наиболее крупными являются апоптоти-
ческие тельца (>1000 нм) [2, 6]. Экзосомы образуют-
ся внутриклеточно путем отпочкования мембраны 
эндосом, формируя мультивезикулярные тельца, 
при слиянии последних с плазматической мембра-
ной экзосомы высвобождаются во внеклеточное 
пространство [6]. В свою очередь, микровезикулы 
и апоптотические тельца формируются в результа-
те прямого выпячивания и  отпочковывания плаз-
матической мембраны клетки [15]. В пределах ЦНС 
внеклеточные везикулы секретируются всеми ос-
новными популяциями клеток, такими как нейро-
ны, астроциты, микроглия и олигодендроциты [6]. 
В нервной ткани ВВ способны регулировать работу 
нейронов, синаптическую пластичность, оказывать 
эффект на формирование и поддержание миелини-
зации, нейропротекции, распространение и  кли-
ренс токсичных белковых агрегатов [6, 16]. Ранее на 
крысиной модели с  повреждением спинного моз-
га (spinal cord injury (SCI)) был показан потенциал 
внеклеточных везикул, продуцируемых нейраль-
ными стволовыми клетками (neural stem cell-derived 
extracellular vesicles), уменьшать апоптоз нейронов, 
ингибировать нейровоспаление и  способствовать 
функциональному восстановлению крыс с моделью 
SCI путем активации аутофагии [17].

В последние годы маленькая тропическая рыба 
Danio rerio, в силу простоты и экономичности раз-
ведения, высоким содержанием генов-ортологов 
с  Homo sapiens, стала входить в  группу лидеров 
наиболее востребованных модельных организмов 
для изучения как физиологически нормальных, 
так и  патологических состояний организма чело-
века [9]. Особенно ценной моделью рыбы Danio 
rerio представляются для изучения процессов, про-
исходящих в  центральной нервной системе, по-
скольку анатомическая организация мозга этих 
рыб и протекающие в нём нейрохимические про-
цессы во многом схожи с таковыми у млекопита-

ющих [18]. Головной мозг рыб Danio rerio состоит 
из переднего, среднего и  заднего мозга, подобно 
промежуточному мозгу, конечному мозгу и  моз-
жечку млекопитающих. Сходство с  млекопитаю-
щими обнаруживается также на клеточном уровне, 
так у рыб Danio rerio присутствуют такие типы кле-
ток как астроциты, микроглия, олигодендроциты, 
клетки Пуркинье, миелин и  мотонейроны. Более 
того в нервной ткани рыб содержатся и основные 
нейромедиаторы (ГАМК, серотонин, дофамин, 
ацетилхолин, гистамин и  глутамат) [18, 19]. На-
пример, на модели рыб Danio rerio были исследо-
ваны молекулярные механизмы нейровоспаления, 
лежащие в основе дефектов памяти, вызванных ги-
поксией, и  показано, что глюкозамин (GlcN)-ас-
социированный метаболический путь гексозами-
на может быть важной терапевтической мишенью 
при гипоксическом повреждении головного мозга 
[20]. Недавние исследования показали возможно-
сти использования рыб Danio rerio в качестве уни-
кальной модели для изучения клеточных и  моле-
кулярных процессов регенерации нейронов после 
повреждения спинного мозга, в  том числе про-
лиферации и  миграции различных типов клеток 
в очаг повреждения, а также вовлечение в эти про-
цессы клеток-предшественников. В свою очередь, 
это открывает перспективы для изучения новых 
подходов к  терапии повреждений нервной ткани 
[21]. Ранее нами было показано, что интрацело-
мическое введение внеклеточных везикул, секре-
тируемых моноцитоподобными клетками линии 
THP‑1, оказывает системный эффект, проявляю-
щийся изменением экспрессии генов провоспали-
тельных il‑1β, il‑6, ifn-γ, tnf-α, mpx, mpeg1.1, mpeg1.2 
и  противовоспалительного il‑10 цитокинов в  тка-
нях мозга, печени и сердца рыб Danio rerio [22].

Целью данного исследования было изучение 
системных эффектов внеклеточных везикул, про-
дуцированных активированными моноцитоподоб-
ными клетками линии THP‑1, при моделировании 
повреждения спинного мозга у рыб Danio rerio.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Общий дизайн исследования
В данном исследовании использованы три типа 

внеклеточных везикул, продуцируемые нестиму-
лированными клетками THP‑1 и  после актива-
ции фактором некроза опухоли (TNF) (Biolegend, 
Калифорния, США) в  конечной концентрации 
20 нг/мл или 4-форбол‑12-миристат‑13-ацетатом 
(PMA) (Sigma Aldrich, Миссури, США) в конечной 
концентрации 50 нг/мл, которые были получены 
и подробно охарактеризованы ранее [23]. Кратко, 
комплексную характеристику образцов ВВ про-
водили согласно международным рекомендациям 
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MISEV2018 [24]: иммунофенотипирование выпол-
няли методом высокочувствительной многоцвет-
ной проточной цитометрии на лазерном цитоме-
тре CytoFLEX S (Beckman Coulter, Калифорния, 
США), размер и  дисперсность оценивали мето-
дом динамического рассеяния света на приборе 
Nanolink SZ902M (Linkoptik, Китай), определение 
белкового состава (наличие CD9 и  HSP70) осу-
ществляли методом вестерн-блот (рис. 1a) [23].

Исследование эффектов внеклеточных везикул 
проводили на рыбах Danio rerio с моделью повреж-
дения спинного мозга (рис. 1b). Образцы ВВ, ресу-
спендированные в DPBS без Ca2+ и Mg2+ (Биолот, 
Россия), вводили в  целомическую полость рыбам 
через 24 ч после повреждения спинного мозга, 
и еще через сутки выводили из эксперимента. На 
всех этапах, начиная с  24 ч, проводили фиксиро-
вание случайно отобранных рыб из каждой группы 
в параформальдегиде и биобанкирование жизнен-
но важных органов (мозг, сердце, печень и почку) 
(рис. 1b).

В  дальнейшем осуществляли гистологическое 
исследование рыб Danio rerio (рис.  1c) и  оценку 
уровня экспрессии генов, кодирующих провоспа-
лительные и  противовоспалительные цитокины, 
в жизненно важных органах рыб (рис. 1d).

Получение и характеристика 
внеклеточных везикул

Для получения образцов внеклеточных вези-
кул использовали культуру опухолевых моноци-
топодобных клеток линии ТНР‑1 (“Российская 
коллекция клеточных культур института цитоло-
гии РАН”, Россия). Клетки THP‑1 культивиро-
вали в  питательной среде RPMI‑1640 (“Биолот”, 
Россия) с  добавлением L‑глутамина (“Биолот”, 
Россия), 50мкг/мл сульфата гентамицина и  10% 
эмбриональной телячьей сыворотки (“Hyclone”, 
США) в СО2-инкубаторе (при 37 °C и 5% СО2) со-
гласно стандартной методике, описанной ранее 
[23, 25]. Для активации клеток THP‑1 200 мкл су-
спензии в концентрации 1×105 переносили в лун-
ки 96-луночного планшета (Sarstedt, Германия) 
и воздействовали следующими стимулами: 4-фор-
бол‑12-миристат‑13-ацетат (PMA) (Sigma Aldrich, 
Миссури, США) в концентрации 50 нг/мл, фактор 
некроза опухоли (TNF) (Biolegend, Калифорния, 
США) в концентрации 20 нг/мл, в качестве отри-
цательного контроля использовали раствор DPBS 
(р-р Дульбекко без Ca и Mg, Биолот, Россия). Далее 
обработанные клетки ТНР‑1 культивировали в те-
чение 24 часов в стандартных условиях [23, 25]. По 
истечении суток внеклеточные везикулы получали 
методом последовательного центрифугирования, 
согласно методике, описанной ранее [22]. Крат-
ко, суспензию клеток осаждали сначала в течение 

20 минут при 330g, далее надосадочную жидкость 
дважды центрифугировали в течение 20 минут при 
1500g и однократно при 3000g. Полученный надо-
садок пропускали через фильтр Millex с диаметром 
пор 800 нм (Merck-Millipore, Массачусетс, США), 
центрифугировали в течение 30 минут при 16 000g 
и осадок ресуспендировали в 100 мкл DPBS без Ca 
и Mg (Биолот, Россия).

Размер и  дисперсность полученных образцов 
внеклеточных везикул оценивали методом дина-
мического рассеяния света на приборе Nanolink 
SZ902M (Linkoptik, Китай) при условиях, описан-
ных нами ранее [22]. Внеклеточные везикулы оха-
рактеризовали по следующим параметрам: размер 
объектов (peak size, нм), средняя Z (average Z, нм), 
индекс полидисперсности (polydispersity index  – 
PdI) и стандартное отклонение (St. deviation, нм). 
Анализ полученных результатов проводили с  по-
мощью программного обеспечения Linkoptik Ver. 
2.0.0.7.

Размер и  концентрацию образцов ВВ оцени-
вали методом анализа траектории наночастиц 
(Nanoparticle tracking analysis  – NTA) на прибо-
ре NanoSight NS300 (Malvern Panalytical, UK) [22, 
23]. Полученные изображения оценивали визуаль-
но с  использованием программного обеспечения 
NTA 3.4 NanoSight (Malvern Panalytical, UK). Ко-
личество частиц анализировали в диапазонах раз-
мерности объектов 30–150 нм и 150–400 нм.

Иммунофенотипирование образцов внекле-
точных везикул выполняли методом высокочув-
ствительной мультицветовой проточной цитоме-
трии на лазерном цитометре CytoFLEX S (Beckman 
Coulter, Калифорния, США). Окрашивание ВВ 
осуществляли следующими антителами, конъюги-
рованными с флюорофорами: anti-CD54-PE (Beck-
man Coulter, Калифорния, США), Annexin V-FITC 
(Biolegend, Калифорния, США), anti-CD14-Kro-
meOrange (Beckman Coulter, Калифорния, США), 
anti-CD9-PE/Cy7 (Beckman Coulter, Калифорния, 
США), anti-CD63-APC (Beckman Coulter, Кали-
форния, США) согласно протоколу, опубликован-
ному ранее [13, 26]. Анализ полученных результа-
тов фенотипирования ВВ проводили с  помощью 
программной среды Cytexpert 2.4 (Beckman Coulter, 
Калифорния, США) и Kaluza 2.1 (Beckman Coulter, 
Калифорния, США).

Белковый состав внеклеточных везикул опре-
деляли методом вестерн-блот с  использованием 
первичных антител против белка теплового шока 
HSP70 – HSP70 (D69) Antibody 4876 (1:1000) и мем-
бранного гликопротеина CD9  – CD9 (D8O1A) 
Rabbit mAb 13174 (1:1000) (Cell Signaling Technology, 
Массачусетс, США), а  также вторичных антител 
Anti-rabbit IgG, HRP‑linked Antibody 7074 (1:2000) 
(Cell Signaling Technology, Массачусетс, США), со-
гласно ранее описанному протоколу [22].
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Рис. 1. Общий дизайн исследования (описание в тексте).

(b)

(c) (d)
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Дизайн эксперимента in vivo
В эксперимент были включены рыбы Danio rerio 

обоего пола в  возрасте 4–5 месяцев. Животных 
содержали в  стандартных условиях: светотемно-
вой режим 14:10, кормление готовыми рационами 
Tetra mini granules 2 раза в сутки, температура воды 
28.0 °C с рН 6.8–7.4. Все манипуляции проводили 
стерильными микрохирургическими инструмента-
ми с  использованием стереоскопического микро-
скопа (ЛОМО, Россия), в  состоянии медикамен-
тозного сна, достигаемого путем помещения рыб 
в  анестезирующий раствор (пропофол 10  мг/л + 
лидокаин 50 мг/л). Для моделирования поврежде-
ния спинного мозга цанговыми ножницами про-
изводили кожный разрез на уровне 14–17 позвон-
ков. Пинцетом для капсулорексиса тупым методом 
препарировали ткани до полной визуализации 
оболочек спинного мозга. Изогнутыми цанговы-
ми ножницами производили полную транссек-
цию спинного мозга на уровне 15–16 позвонков. 
Рану ушивали узловым швом монофиламентной 
полипропиленовой нитью. После манипуляций 
каждую рыбу содержали в  индивидуальном аква-
риуме с добавлением метиленового синего. В кон-
трольной группе рыб (Sham) производили кожный 
разрез на уровне 14–17 позвонков, препарировали 
ткани до полной визуализации оболочек спинно-
го мозга без транссекции спинного мозга. Спустя 
24 ч оценивали наличие повреждения спинного 
мозга у рыб Danio rerio на основании функциональ-
ных поведенческих тестов (реакция на прикос-
новение, вибрацию) [27]. Оперированные рыбы 
с  положительными поведенческими тестами на 
прикосновение и вибрацию, т. е. с сохраненными 
функциями спинного мозга, были отнесены к кон-
трольной группе Sham и выведены из эксперимен-
та путем эвтаназии c передозировкой пропофола 
(25  мг/л). Оперированным рыбам с  отрицатель-
ными поведенческими тестами на прикосновение 
и вибрацию, т. е. с функционально подтверждён-
ным повреждением спинного мозга, осуществляли 
инъекцию в целомическую полость 2 мкл образца 
внеклеточных везикул, полученных либо от неак-
тивированных THP‑1 клеток (EVs_NA), либо от 
активированных THP‑1 клеток воздействием PMA 
в концентрации 50 нг/мл (EVs_РМА), либо от ак-
тивированных THP‑1 клеток воздействием TNF 
в концентрации 20 нг/мл (EVs_TNF), согласно ра-
нее описанной методике [22]. В  качестве контро-
ля носителя рыбам вместо образцов ВВ вводили 
в целомическую полость 2 мкл раствора DPBS без 
Ca2+ и  Mg2+ (Биолот, Россия). Спустя сутки рыб 
подвергали эвтаназии передозировкой пропофола 
(25 мг/л).

Во всех точках эксперимента, начиная с  24 ч 
с момента проведения хирургических манипуля-
ций и  нанесения повреждения спинного мозга, 

5 рыб, отобранных случайным образом из каждой 
группы, после эвтаназии помещали в 4% раствор 
параформальдегида для дальнейшей подготовки 
гистологических препаратов. У  остальных рыб 
проводили биобанкирование жизненно важных 
органов (мозг, сердце, печень и  почку). Полу-
ченный материал помещали в  отдельные сте-
рильные пробирки, содержащие 800 мкл реагента 
ExtractRNA (“Евроген”, Россия), замораживали 
и  хранили при –80 °C до последующего исполь-
зования.

В результате было сформировано семь экспери-
ментальных групп, каждая из которых состояла не 
менее чем из 15 рыб. Рыб одного возраста и веса от-
носили к экспериментальным группам случайным 
методом. Все манипуляции с рыбами разных групп 
выполнялись в  одинаковых, стандартных услови-
ях, условия содержания в послеоперационном пе-
риоде не различались.

1 группа – Sham_24h (оперированные рыбы Da-
nio rerio без травмы спинного мозга, выведенные из 
эксперимента через 24 ч после операции);

2 группа – SCI_24h (оперированные рыбы Danio 
rerio с подтвержденной функциональными тестами 
травмой спинного мозга, выведенные из экспери-
мента через 24 ч после операции);

3 группа – SCI_48h (оперированные рыбы Danio 
rerio с подтвержденной функциональными тестами 
травмой спинного мозга, выведенные из экспери-
мента через 48 ч после операции);

4 группа  – SCI+DPBS (оперированные рыбы 
Danio rerio с  подтвержденной функциональными 
тестами травмой спинного мозга, с введением в це-
ломическую полость DPBS через 24 ч после опера-
ции и выведенные из эксперимента через 48 ч по-
сле операции);

5 группа – SCI+EVs_NA (оперированные рыбы 
Danio rerio с  подтвержденной функциональными 
тестами травмой спинного мозга, с введением че-
рез 24 ч после операции в целомическую полость 
ВВ, секретированных неактивированными THP‑1 
клетками, и  выведенные из эксперимента через 
48 ч после операции);

6 группа – SCI+EVs_РМА (оперированные ры-
бы Danio rerio с  подтвержденной функциональ-
ными тестами травмой спинного мозга, с  введе-
нием через 24 ч после операции в  целомическую 
полость ВВ, секретированных активированными 
THP‑1 клетками воздействием PMA в концентра-
ции 50 нг/мл, и выведенные из эксперимента через 
48 часа после операции);

7 группа – SCI+EVs_TNF (оперированные ры-
бы Danio rerio с  подтвержденной функциональ-
ными тестами травмой спинного мозга, с  введе-
нием через 24 ч после операции в  целомическую 
полость ВВ, секретированных активированными 
THP‑1 клетками воздействием TNF в концентра-
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ции 20 нг/мл, и выведенные из эксперимента через 
48 ч после операции).

Гистологические исследования
Для подготовки гистологических препаратов 

целую рыбу после эвтаназии помещали в 4% рас-
твор параформальдегида на 4 ч, после чего на 3 ч 
переносили в  ЭДТА‑содержащий декальциниру-
ющий раствор “СофтиДек” (Биовитрум, Санкт-
Петербург, Россия). По истечении 3-х ч животное 
помещали в  30% раствор сахарозы на трое суток. 
Подготовленных рыб замораживали в  криогеле 
Tissue-Tek O.C.T. Compound (Sakura Finetek, Кали-
форния, США). Нарезку замороженных препара-
тов рыб Danio rerio проводили в кранио-сагиталь-
ном направлении с помощью криотома Tissue-Tek® 

Cryo3
® (Sakura Finetek, Калифорния, США). Срезы 

толщиной 10 мкм помещали на предметное стек-
ло и окрашивали гематоксилин-эозином согласно 
стандартному протоколу. Гистологические сре-
зы рыб Danio rerio визуализировали с использова-
нием микроскопа ZEISS Axio Observer (Carl Zeiss 
Microscopy GmbH, Германия).

Оценка уровня экспрессии генов
Выделение тотальной РНК из тканей мозга, 

сердца, печени и  почки рыб Danio rerio проводи-
ли с  использованием реагента ExtractRNA (“Ев-
роген”, Россия) в  соответствии с  инструкцией 
производителя согласно протоколу, описанному 
ранее [28]. Количество и качество выделенной то-
тальной РНК оценивали с помощью спектрофото-
метра NanoDrop 1000 UV Visible Spectrophotometer 
(Thermo Scientific, Массачусетс, США). Для про-
ведения обратной транскрипции использовали 
500 нг выделенной тотальной РНК, 20 мкМ слу-
чайного праймера (“Евроген”, Россия) и фермент 
MMLV RT kit (“Евроген”, Россия) в соответствии 
с инструкцией производителя согласно условиям, 
описанным ранее [28]. Синтезированную кДНК 
хранили при –80 °C.

Относительный уровень экспрессии генов 
il‑1β, il‑6, tnf-α, ifn-γ, mpeg‑1.1, mpeg‑1.2, mpx 
и  il‑10 в  органах рыб Danio rerio определяли ме-
тодом ПЦР в  реальном времени на амплифика-
торе LightCycler®480 Software version 1.5.1.62 SP3 
(“Roche”, Швейцария) с использованием набора 
реагентов qPCRmix-HS SYBR+LowROX (“Евро-
ген”, Россия) в соответствии с инструкцией про-
изводителя согласно условиям, описанным ранее 
[28]. В качестве референсного гена для нормали-
зации данных использовали ген домашнего хо-
зяйства eef1a1–1 [28]. Уровень относительной ко-
личественной экспрессии генов рассчитывали по 
формуле 2-ΔΔCt, выбросы значений 2-ΔΔCt определя-

ли на основании алгоритма ROUT (Q = 10%) и ис-
ключали из дальнейшего анализа.

Статистический анализ
Расчёт объёма выборки был проведен с  ис-

пользованием программы G*Power version 3.1.9 
(Германия). Был выбран уровень значимости 
статистических заключений  – 95% (вероятность 
ошибки первого рода – 5%). Показатель мощно-
сти  – 80% (вероятность ошибки второго рода  – 
20%). Рекомендованный размер группы составил 
7 животных.

Статистическую обработку результатов выпол-
няли с использованием программы GraphPad Prism 
8.00 (GraphPad Software Inc., Калифорния, США). 
Результаты представлены в  виде медианы и  ин-
терквартильного размаха, Ме (25;75). Различия 
между группами Sham_24h и  SCI_24h рассчиты-
вали с помощью непараметрического U‑критерия 
Манна–Уитни. Для множественного сравнения 
групп после воздействия использовали критерий 
Краскела–Уоллиса, далее для попарных сравне-
ний групп – тест Данна. Различия считали досто-
верными при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Характеристика образцов 
внеклеточных везикул

Все полученные образцы внеклеточных везикул 
демонстрировали умеренную полидисперсность. 
Было показано, что ВВ полученные от THP‑1 
клеток, активированных воздействием 20  нг/мл 
TNF, имели наибольшие размеры частиц (peak 
size = 191.9 нм, St.  Dev = 112.22 нм), наименьшие 
размеры частиц были характерны для ВВ, полу-
ченных от THP‑1 клеток активированных воз-
действием 50 нг/мл PMA (peak size = 36.15 нм, 
St. Dev = 30.77 нм). При этом для образцов ВВ, по-
лученных от клеток THP‑1 активированных PMA, 
был определен наибольший диапазон размерности 
частиц, примерно до 110 нм.

В диапазоне размеров 30–150 нм концентрации 
образцов ВВ, полученных от клеток THP‑1 активи-
рованных воздействием TNF (29.7 × 108 (19.9 × 108; 
38.3 × 108)) и  ВВ, полученных от клеток THP‑1 
активированных воздействием PMA (25.8 × 108 
(16.4 × 108; 43.2 × 108)) были достоверно выше, по 
сравнению с ВВ, полученными от неактивирован-
ных клеток THP‑1 (11.3 × 108 (8.53 × 108; 11.7 × 108)) 
(р < 0.01). В  диапазоне размеров 150–400 нм кон-
центрации внеклеточных везикул, продуцирован-
ных как активированными клетками THP‑1 воз-
действием PMA и TNF, так и от неактивированных 
THP‑1 клеток не отличались.
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Методом вестерн-блот было показано, что в по-
лученных образцах ВВ присутствовали везикуляр-
ный мембранный маркер CD9 и маркер внутренне-
го содержимого – белок теплового шока 70 (HSP70).

Все образцы внеклеточных везикул, полученных 
как от неактивированных THP‑1 клеток, так и от 
активированных воздействием PMA и TNF содер-
жали CD9+, CD63+, CD54+, CD14+ и Annexin V+ 
объекты по результатам высокочувствительной 
мультицветовой проточной цитометрии. При этом 
для образцов ВВ, полученных от активированных 
клеток THP‑1 воздействием PMA и  TNF уровень 
CD9+, CD63+, CD54+, и  Annexin V‑позитивных 
объектов был достоверно выше по сравнению с об-
разцами, полученными от неактивированных кле-

ток THP‑1 (p<0.05). Также для внеклеточных вези-
кул, полученных от клеток THP‑1, активированных 
воздействием TNF, количество CD54-позитивных 
событий было выше более чем в 10 раз по сравне-
нию с ВВ, полученными как от неактивированных 
клеток THP‑1, так и от активированных PMA.

Морфофункциональная оценка модели 
Danio rerio с повреждением спинного мозга

При проведении функциональных поведенче-
ских тестов через 24 и  48 ч после хирургических 
манипуляций у всех рыб Danio rerio с нанесенной 
механической травмой спинного мозга (груп-
пы SCI_24h, SCI_48h, SCI+DPBS, SCI+EVs_NA, 

Рис. 2. Сагиттальные срезы поврежденного (а-b) и неповрежденного (с) спинного мозга рыб Danio rerio, окрашенные 
гематоксилин-эозином. (а) – срез рыбы Danio rerio с моделью травмы спинного мозга; (b) – увеличенное изображение 
травмы спинного мозга, выделенное квадратом на (а); (с) – неповрежденный спинной мозг. SC – спинной мозг, VB – 
тела позвонков.

(b) (c)

(a)
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SCI+EVs_РМA, SCI+EVs_TNF) отсутствовала 
положительная реакция на прикосновения или 
вибрацию по сравнению как с полностью интакт-
ными рыбами, так и  с  оперированными рыбами 
контрольной группы Sham. Повреждение спинно-
го мозга у рыб Danio rerio сопровождалось потерей 
активности плавательных движений задней части 
тела каудальнее места травмы на протяжении всего 
периода наблюдения.

Полная транссекция спинного мозга приводи-
ла к  разрыву нервных путей и  локальной потере 
ткани белого и серого вещества (рис. 2b). В обла-
сти механической травмы наблюдались отечность 
окружающих тканей, инфильтрация, а  также на-
рушение нормальной структуры мышечных воло-
кон (рис. 2b). При этом в контрольной группе рыб 
Sham сохранялась целостная структура белого и се-
рого вещества, нормальная организация мышеч-
ных волокон, а в окружающих тканях отсутствова-
ли отёчность и инфильтрация (рис. 2с).

Оценка изменения уровня экспрессии генов 
в мозге, сердце, печени и почках у рыб Danio rerio 
через 24 часа после повреждения спинного мозга
На всех этапах исследования в  мозге, печени 

и  почках оценивали относительный уровень экс-
прессии восьми генов, кодирующих семь провос-
палительных (il‑1β, il‑6, tnf-α, ifn-γ, mpeg1.1, mpeg1.2, 
mpx) и один противовоспалительный (il‑10) цито-
кин, тогда как в сердце (из-за размера органа) толь-
ко четырех генов il‑1β, il‑6, tnf-α и il‑10.

Полная транссекция спинного мозга у рыб Da-
nio rerio (группа SCI_24h) через 24 ч после опера-
ции характеризовалась достоверным увеличени-
ем уровня экспрессии в  тканях мозга генов il‑1β 
(р=0.02) и  il‑6 (р=0.04) по сравнению с контроль-
ной группой Sham_24h; в  тканях сердца досто-
верным снижением уровня экспрессии генов il‑6 
(р=0.01) и  il‑10 (р=0.02); в  ткани печени досто-
верным снижением уровня экспрессии только ге-
на il‑10 (р=0.01); тогда как в тканях почки досто-
верным увеличением уровня экспрессии гена il‑10 
(р=0.02) и одновременным снижением уровня экс-
прессии гена ifn-γ (р=0.04) (рис. 3, табл. 1).

Эффект ВВ на профиль экспрессии некото-
рых про- и противовоспалительных генов в мозге, 
сердце, печени и почках у рыб Danio rerio с повре-
ждением спинного мозга

Влияние ВВ на изменение относительного уров-
ня экспрессии генов в  тканях органов рыб Danio 
rerio с  повреждением спинного мозга оценивали 
через сутки после введения образцов ВВ в  цело-
мическую полость рыб. Группами сравнения бы-
ли рыбы с повреждением спинного мозга, в цело-
мическую полость которых вводили раствор DPBS 
(группа SCI+DPBS), и рыбы с повреждением спин-

ного мозга без инъекции (группа SCI_48h). Во всех 
анализируемых группах рыб с  момента полной 
транссекции спинного мозга прошло 48 ч (рис. 1).

Мозг
Введение раствора DPBS, в  качестве контро-

ля реакции на инъекцию в целомическую полость 
рыб, не приводило к  изменению в  тканях мозга 
рыб группы SCI+DPBS уровня экспрессии ни од-
ного из восьми исследуемых генов, кодирующих 
как про- (il‑1β, il‑6, tnf-α, ifn-γ, mpeg1.1, mpeg1.2, 
mpx), так и  противовоспалительные (il‑10) цито-
кины, по сравнению с таковыми группы SCI_48h 
(рис. 4, табл. 2). При этом отсутствовали достовер-
ные отличия как при множественном сравнении, 
так и при попарных сравнениях между группами.

Сердце
Введение раствора DPBS и  двух образцов ВВ 

вызывало достоверное изменение уровня экс-
прессии гена противовоспалительного il‑10 в тка-
нях сердца рыб (p<0.001). При этом ВВ в  группе 
SCI+EVs_РМA вызывали достоверное снижение 
уровня экспрессии (p=0.002), в  то время как об-
разцы в  группе SCI+EVs TNF не оказывали ана-
логичного воздействия, и уровень экспрессии il‑10 
не отличался от такового в группе с повреждением 
SCI_48 h (рис. 5, табл. 3).

Печень
Введение образцов ВВ после травмы спинно-

го мозга вызывало достоверное изменение уровня 
экспрессии гена ifn-γ (p=0.004) и mpeg‑1.1 (p=0.002) 
в  печени рыб (рис.  6, табл.  4). Введение везикул 
после травмы в  группе SCI+EVs_TNF приводи-
ло к достоверному снижению экспрессии ifn-γ по 
сравнению с  таковым в  группе без воздействия 
(p=0.007).

Введение везикул в группе SCI+EVs_TNF при-
водило к достоверному (p=0.017) снижению уров-
ня экспрессии гена mpeg‑1.1 по сравнению с  та-
ковым в  группе с  моделированной травмой без 
воздействия (SCI_48h). Из всех использованных 
везикул, именно в  этой группе был отмечен наи-
больший даун-регуляторный эффект в отношении 
гена mpeg‑1.1 (рис. 6, табл. 4).

Почка
Введение внеклеточных везикул после травмы 

спинного мозга приводило к  достоверному из-
менению экспрессии генов il‑6 (p = 0.022) и  ifn-γ 
(p = 0.038) в  почках рыб (рис.  7, табл.  5). При 
этом везикулы в  группе SCI+EVs_TNF вызывали 
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Таблица 1. Относительная экспрессия генов в тканях органов рыб Danio rerio через 24 часа после повреждения спин-
ного мозга, Ме (25;75)

Мозг Сердце Печень Почка
Sham_24h SCI_24h Sham_24h SCI_24h Sham_24h SCI_24h Sham_24h SCI_24h

il‑1β 3.4
(2.4; 4.8)*

8.2
(5.9; 13.0)*

9.2
(5.1; 23.1)

3.8
(2.0; 8.7)

25.3
(6.0; 33.1)

8.6
(2.3; 26.3)

3.1
(2.3; 3.3)

2.6
(2.0; 9.8)

il‑6 6.0
(3.8; 12.7)*

23.5
(11.6; 37.6)*

14.0
(5.3; 22.2)**

1.6
(1.4;1.9)**

14.7
(2.7; 42.2)

10.1
(1.1; 18.3)

22.9
(3.0; 75.7)

14.5
(5.3; 33.2)

il‑10 5.4
(3.1; 23.4)

6.8
(2.0; 12.0)

139.0
(33.6; 167.0)*

5.8
(5.5; 6.4)*

22.5
(14.7; 21.3)**

6.3
(1.9; 8.2)**

2.6
(2.4; 11.6)*

24.5
(12.9; 34.2)*

tnf-α 4.3
(1.9; 28.4)

9.2
(3.5; 25.3)

9.1
(5.2; 12.1)

1.9
(1.3; 2.5)

19.4
(9.3; 193.0)

22.4
(11.6; 39.9)

3.8
(2.6; 7.1)

1.9
(1.0; 29.9)

ifn-γ 12.6
(5.2; 27.3)

18.6
(14.0; 20.7) –# – 17.4

(4.7; 35.5)
5.5

(4.4; 11.5)
7.8

(5.9; 12.8)*
3.1

(3.0; 3.3)*

mpx 6.3
(4.6; 16.2)

13.0
(1.7; 21.4) – – 8.5

(3.7; 19.2)
18.5

(1.6; 32.6)
5.3

(3.9; 9.6)
15.6

(5.6; 21.7)

mpeg‑1.1 14573
(5502; 41406)

36499
(9217; 139822) – – 20.8

(10.3; 42.4)
57.7

(22.8; 128)
5.3

(1.5; 51.4)
152.0

(28.2; 276.0)

mpeg‑1.2 5.5
(3.3; 13.3)

3.4
(3.3; 3.8) – – 12.3

(2.5; 15.2)
3.9

(1.9; 8.8)
4.8

(1.4; 20.5)
20.0

(1.7; 20.8)
Примечание. * – достоверные отличия между группами p < 0.05; ** – достоверные отличия между группами p < 0.01. 
Для расчета р-значения применялся U‑критерий Манна–Уитни. # – исследование не проводилось.
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Рис. 3. Относительная экспрессия генов в тканях мозга, сердца, печени и почки у рыб Danio rerio с функционально под-
твержденной травмой спинного мозга (SCI_24h) и без повреждения спинного мозга (Sham_24h) через 24 ч после хирурги-
ческой манипуляции. Достоверные отличия между группами обозначены при р < 0.05.
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Рис. 4. Относительная экспрессия генов il‑1β, il‑6, il‑10, tnf-α, ifn-γ, mpx, mpeg‑1.1, mpeg‑1.2 в тканях мозга рыб Danio rerio 
с функционально подтвержденной травмой спинного мозга и введением внеклеточных везикул.

Таблица 2. Относительная экспрессия генов в тканях мозга рыб Danio rerio после травмы спинного мозга и введения 
образцов внеклеточных везикул, Ме (25;75)

SCI_48h SCI + 
DPBS

SCI + 
EVs_NA

SCI + 
EVs_PMA

SCI + 
EVs_TNF

Множественные 
сравнения, 
критерий 

Краскела–Уоллиса

Попарные 
сравнения,
тест Данна

il‑1β 8.0
(2.6; 22.2)

6.3
(3.2; 8.2)

9.9
(6.5; 16.1)

12.9
(6.9; 18.8)

13.5
(12.6; 49.5) p = 0.106 –#

il‑6 5.9
(4.0; 7.9)

7.6
(2.7; 20.1)

9.5
(4.9; 19.1)

14.4
(11.2; 31.1)

25.8
(9.2; 53.1) p = 0.083 –

il‑10 15.1
(1.8; 38.6)

15.0
(12.8; 20.2)

36.3
(16.6; 45.6)

22.8
(8.6; 39.6)

28.2
(21.8; 68.2) p = 0.189 –

tnf-α 13.1
(2.1; 21.4)

4.3
(2.2; 10.0)

13.8
(10.1; 27.0)

13.2
(3.0; 19.3)

11.8
(11.0; 22.5) p = 0.143 –

ifn-γ 17.7
(8.4; 21.0)

9.1
(1.7; 12.0)

14.9
(13.8; 16.5)

6.7
(5.0; 23.3)

10.7
(4.6; 25.3) p = 0.442 –

mpx 10.6
(2.6; 19.7)

5.7
(3.9; 8.6)

5.9
(4.4; 12.6)

9.7
(5.3; 15.7)

8.9
(5.9; 15.3) p = 0.376 –

mpeg‑1.1 28526
(25180; 57849)

8937
(71.2; 34898)

4196
(1180; 9546)

2614
(35.4; 8080)

5724
(705; 14991) p = 0.144 –

mpeg‑1.2 5.2
(2.4; 7.3)

6.5
(4.0; 9.0)

9.5
(2.8; 20.0)

6.9
(2.8; 12.2)

15.9
(5.7; 59.7) p = 0.421 –

Примечание. # – статистически достоверных межгрупповых отличий не наблюдалось.
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достоверно более высокую экспрессию гена il‑6 
(p = 0.021), а также гена mpeg‑1.2 (p = 0.028), чем ве-
зикулы, полученные от нестимулированных кле-
ток в  группе SCI+EVs_NA. Вместе с  тем, эти же 
везикулы, полученные от клеток без стимуляции, 
вызывали достоверное (p = 0.045) повышение экс-
прессии ifn-γ по сравнению с таковым у рыб только 
с моделированной травмой.

ОБСУЖДЕНИЕ
Патогенез травмы спинного мозга включает 

первичное и вторичное повреждение; к первично-
му относится механическое повреждение спинно-
го мозга, которое вызывает гибель нейронов и глии 
в очаге поражения вскоре после травмы; тогда как 
вторичное повреждение является следствием кле-
точных и  биологических реакций, протекающих 
в ответ на первичное повреждение, включая мест-
ную и системную воспалительную реакцию, окис-
лительный стресс, ишемию, демиелинизацию, 
гибель нервных клеток и другое [29]. При повреж-

дении ЦНС одними из первых реагируют клетки 
резидентной микроглии, которые считаются ос-
новным клеточным компонентом врожденной им-
мунной системы в нервной ткани и составляет до 
10% от общего числа клеток нейроглии взрослого 
человека [2–4]. Вслед за микроглией в ответ на по-
вреждение активируются астроциты и  эндотели-
альные клетки, а  также в  очаг повреждения при-
влекаются нейтрофилы, моноциты и  лимфоциты 
[5]. Эти клетки секретируют провоспалительные 
и иммуномодулирующие факторы для реализации 
иммунного ответа, который может иметь разру-
шительные последствия и тормозить регенерацию 
нервной ткани. Herzog и соавт. [30] на основе ана-
лиза профиля экспрессии генов микроглии, вы-
явили 17 генов, участвующих в  инициации путей 
клеточной гибели, в  том числе il‑1β и  il‑6, повы-
шение экспрессии которых наблюдалось после по-
вреждения нервной ткани личинок Danio rerio.

Подобно периферическим макрофагам, микро-
глия реагирует на изменения в своем микроокру-
жении, поляризуясь в  направлении классически 

Таблица 3. Относительная экспрессия генов в тканях сердца рыб Danio rerio после травмы спинного мозга и введе-
ния образцов внеклеточных везикул, Ме (25;75)

SCI_48h SCI + 
DPBS

SCI +  
EVs_NA

SCI +  
EVs_PMA

SCI +  
EVs_TNF

Множественные 
сравнения, 
критерий 

Краскела–Уоллиса

Попарные сравнения,
тест Данна

il‑1β 20.5
(6.0; 59.8)

11.1
(9.7; 44.6)

96.3
(5.2; 202)

64.4
(24.3; 133.0)

56.5
(15.9; 403.0) p = 0.394 –#

il‑6 27.2
(2.6; 63.4)

17.5
(1.2; 69.7)

40.8
(11.6; 74.2)

48.7
(15.7;88.9)

12.4
(7.6; 43.1) p = 0.734 –

il‑10 84.4
(56.0; 240)

17.5
(9.5; 23.4)

40.5
(24.1; 55.9)

4.2
(1.4; 7.6)

84.7
(47.6; 158.0) p < 0.001

SCI_48h vs. SCI +  
EVs_PMA, p = 0.002;

SCI + EVs_PMA vs. SCI + 
EVs_TNF, p = 0.002

tnf-α 5.8
(1.5; 13.4)

4.5
(2.5; 7.7)

13.5
(9.6; 30.7)

9.6
(2.8; 16.7)

9.5
(3.9; 23.4) p = 0.127 –

Примечание. # – статистически достоверных межгрупповых отличий не наблюдалось.
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Рис. 5. Относительная экспрессия генов il‑1β, il‑6, il‑10, tnf-α в тканях сердца рыб Danio rerio с функционально подтверж-
денной травмой спинного мозга и введением внеклеточных везикул. Достоверные отличия представлены при р = 0.002.
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Таблица 4. Относительная экспрессия генов в ткани печени рыб Danio rerio после травмы спинного мозга и введения 
образцов внеклеточных везикул, Ме (25;75)

SCI_48h SCI + 
DPBS

SCI + 
EVs_NA

SCI + 
EVs_PMA

SCI + 
EVs_TNF

Множественные 
сравнения, 
критерий 

Краскела–Уоллиса

Попарные сравнения,
тест Данна

il‑1β 20.8
(12.6; 28.4)

31.6
(15.0; 205)

27.1
(10.1; 117)

39.1
(16.4; 185)

27.6
(9.4; 50.4) p = 0.505 –#

il‑6 5.7
(3.5; 10.9)

14.7
(8.0; 26.4)

28.4
(3.0; 50.2)

25.1
(14.8; 48.3)

18.9
(4.1; 51.8) p = 0.246 –

il‑10 8.8
(7.4; 15.3)

10.0
(6.9; 21.4)

12.2
(4.1; 59.7)

14.9
(5.7; 26.0)

10.2
(3.7; 26.4) p = 0.949 –

tnf-α 29.6
(19.6; 47.6)

35.0
(11.6; 46.7)

16.7
(12.4; 65.8)

22.9
(9.9; 52.7)

14.1
(7.2; 15.3) p = 0.131 –

ifn-γ 55.5
(22.4; 85.3)

7.0
(5.5; 9.0)

16.1
(6.5; 78.8)

9.4
(4.6; 12.0)

4.4
(0.5; 7.6) p = 0.004

SCI_48h vs. SCI +  
EVs_TNF, p = 0.007

SCI + EVs_NA vs. SCI + 
EVs_TNF, p = 0.050

mpx 23.4
(8.3; 34.6)

10.6
(4.2; 17.9)

10.6
(3.0; 24.3)

6.7
(3.1; 14.9)

3.7
(1.2; 8.1) p = 0.142 –

mpeg‑1.1 76.1
(19.2; 218.0)

24.6
(4.9; 90.6)

42.3
(9.7; 125.0)

5.9
(4.2; 9.8)

2.4
(0.8; 6.1) p = 0.002

SCI_48h vs. SCI +  
EVs_TNF, p = 0.017;

SCI + EVs_NA vs. SCI + 
EVs_TNF, p = 0.015

mpeg‑1.2 13.0
(4.8; 37.8)

12.4
(6.8; 36.5)

15.8
(3.4; 68.7)

21.5
(8.5; 57.9)

13.0
(4.7; 32.4) p = 0.867 –

Примечание. # – статистически достоверных межгрупповых отличий не наблюдалось.
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Рис. 6. Относительная экспрессия генов il‑1β, il‑6, il‑10, tnf-α, ifn-γ, mpx, mpeg‑1.1, mpeg‑1.2 в ткани печени рыб Danio rerio 
с функционально подтвержденной травмой спинного мозга и введением внеклеточных везикул. Достоверные отличия 
представлены при р < 0.05.
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Таблица 5. Относительная экспрессия генов в тканях почки рыб Danio rerio после травмы спинного мозга и введения 
образцов внеклеточных везикул, Ме (25;75)

SCI_48h SCI + 
DPBS

SCI + 
EVs_NA

SCI +  
EVs_PMA

SCI +  
EVs_TNF

Множественные 
сравнения, 
критерий 

Краскела–Уоллиса

Попарные 
сравнения,
тест Данна

il‑1β 6.1
(1.4; 11.6)

3.2
(1.6; 28.1)

5.9
(1.3; 11.4)

5.5
(3.2; 13.0)

17.9
(8.5; 33.1) p = 0.167 –#

il‑6 105.0
(10.2; 212.0)

27.5
(14.8; 70.6)

21.6
(5.8; 38.7)

38.6
(22.3; 82.7)

158
(84.2; 225) p = 0.022

SCI + EVs_NA vs. 
SCI + EVs_TNF,

p = 0.021

il‑10 10.1
(5.3; 18.5)

2.8
(2.1; 7.7)

8.9
(7.4; 10.1)

7.7
(5.1; 11.4)

13.2
(6.0; 22.5) p = 0.111 –

tnf-α 9.3
(5.9; 25.6)

10.3
(4.6; 18.0)

13.5
(1.9; 32.2)

15.5
(4.9; 21.7)

5.7
(5.2; 13.9) p = 0.953 –

ifn-γ 3.3
(1.8; 5.4)

8.5
(3.5; 24.3)

33.6
(15.0; 51.6)

942
(6.6; 2998)

8.2
(6.4; 10.6) p = 0.038

SCI_48h vs.
SCI + EVs_NA,

p = 0.045

mpx 9.4
(2.2; 17.3)

4.1
(2.0; 7.3)

6.2
(4.5; 9.1)

3.5
(1.8; 5.6)

9.6
(5.2; 13.5) p = 0.183 –

mpeg‑1.1 49.2
(19.0; 165)

75.8
(30.8; 153.0)

47.5
(12.3; 56.7)

57.0
(6.5; 108)

6.2
(0.9; 17.8) p = 0.056 –

mpeg‑1.2 16.1
(3.6; 32.3)

11.9
(7.5; 23.6)

5.4
(5.1; 8.0)

14.4
(8.6; 32.0)

22.4
(17.5; 29.8) p = 0.058

SCI + EVs_NA vs. 
SCI + EVs_TNF,

p = 0.028
Примечание. # – статистически достоверных межгрупповых отличий не наблюдалось.
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Рис. 7. Относительная экспрессия генов il‑1β, il‑6, il‑10, tnf-α, ifn-γ, mpx, mpeg‑1.1, mpeg‑1.2 в тканях почки рыб Danio rerio 
с функционально подтвержденной травмой спинного мозга и введением внеклеточных везикул. Достоверные отличия 
представлены при р<0.05.
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активированной микроглии  – М1 или альтерна-
тивно активированной микроглии  – М2 [2, 4, 7]. 
Классический, М1-фенотип, макрофаги и микро-
глия приобретают в ответ на воздействие провос-
палительных молекул, таких как бактериальный 
липополисахарид и  интерферон гамма (IFN‑γ) 
[3]. Индукторами воспаления и поляризации в на-
правлении М‑1 могут выступать и  DAMP  – про-
дукты повреждения клеток (кристаллы мочевой 
кислоты, белки теплового шока, IL‑33 и т. д.) [2, 6, 
31]. В свою очередь М1-микроглия высвобождает 
ряд провоспалительных факторов таких как ци-
токины (IL‑1β, IL‑12, TNF‑α), хемокины (CCL2, 
CXCL9, CXCL10), активные формы кислорода 
и оксид азота [3, 4]. Активация микроглии по клас-
сическому пути изначально является защитной ре-
акцией и направлена на устранение повреждения, 
однако чрезмерная М1-подобная активация из-за 
высвобождения большого количества провоспа-
лительных медиаторов способна приводить к ещё 
большему повреждению нервной ткани [2–4], 
компартментализации воспаления с  вовлечением 
отдаленных органов и формированием порочного 
круга [32]. Альтернативная М2-подобная актива-
ция клеток микроглии происходит под влиянием 
IL‑4, IL‑10, IL‑13, трансформирующего фактора 
роста-β (TGF‑β) и направлена на восстановление 
целостности тканей и  их функций, стимуляцию 
регенерации, обратному развитию воспалитель-
ных реакций, утилизации продуктов поврежде-
ния [2, 4, 33]. В исследовании Brennan и соавт. [34] 
было показано, что активация специфичных для 
микроглии сигнальных путей у  мышей с  исто-
щенной микроглией способствовала уменьше-
нию выраженности вторичного повреждения ЦНС 
и положительно влияла на процессы регенерации 
нервной ткани. При изучении молекулярных меха-
низмов регенерации аксонов у личинок рыб Danio 
rerio после травмы спинного мозга было установ-
лено, что подавление воспаления уменьшало, 
а  его активация ускоряла регенерацию аксонов, 
при этом ключевую роль в процессах регенерации 
играли не нейтрофилы или микроглия, а перифе-
рические макрофаги за счет секреции провоспали-
тельных цитокинов IL‑1β и TNF‑α [35].

Рассечение тканей, нанесение механической 
травмы спинного мозга являются серьёзными по-
вреждающими факторами и могут способствовать 
увеличению выброса гормонов стресса у рыб Danio 
rerio. Также, как и у млекопитающих, в организме 
рыб Danio rerio присутствуют эволюционно кон-
сервативные системы, такие как норадренергиче-
ская, серотонинергическая, дофаминергическая, 
а  также стресс-реализующая система с  основным 
гормоном стресса – кортизолом [36, 37]. При по-
вреждении головного мозга помимо активации 
микроглии и астроцитов происходит также актива-

ция гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой 
системы, что приводит к  секреции большого ко-
личества кортизола, оказывающего противовоспа-
лительное действие за счет подавления активности 
иммунных клеток [38, 39]. В  исследовании Hartig 
и соавт. [37] показано, что у эмбрионов рыб Danio 
rerio, обработанных кортизолом, значительно по-
вышалась экспрессия генов irg1l (immunorespon-
sive gene 1-like), mpeg1 (macrophage marker) и socs3a 
(immunoregulatory gene), связанных с  регуляци-
ей иммунного ответа. При этом у рыб Danio rerio, 
полученных из эмбрионов, обработанных корти-
золом, нарушались процессы регенерации после 
повреждения хвостового плавника, а моделирова-
ние воспаления посредством введения этим ры-
бам липополисахарида, приводило к  подавлению 
экспрессии генов провоспалительных цитокинов 
в  сердце, селезенке и  мышцах (il‑1β, il‑6, tnf-α, 
socs3a) в сравнении с интактными рыбами не под-
вергшихся воздействиям кортизола [37]. В  нашем 
исследовании у рыб Danio rerio через 24 ч после пол-
ной транссекции спинного мозга регистрировались 
изменения профиля экспрессии провоспалитель-
ных il‑1β, il‑6, ifn-γ и противовоспалительного il‑10 
генов в органах по сравнению с таковыми у рыб без 
повреждения спинного мозга: происходило повы-
шение экспрессии генов il‑1β и il‑6 в нервной тка-
ни, в кардиомиоцитах снижение экспрессии генов 
il‑6 и il‑10, в гепатоцитах снижение экспрессии ге-
на il‑10, тогда как в  почках экспрессия гена il‑10 
повышалась, а  гена ifn-γ понижалась. Более того, 
в  тканях мозга уровень экспрессии гена mpeg‑1.1, 
кодирующего порообразующий белок перфорин‑2 
по своей структуре и функциям схожий с С9 ком-
понентом комплемента [40], был более чем в  сто 
раз выше такового в  кардиомиоцитах, гепатоци-
тах и ткани почек. Таким образом, полученные ре-
зультаты подтверждают развитие нейровоспаления 
у рыб Danio rerio в ответ на травму спинного моз-
га, кроме того, имеет место компартментализация 
воспаления с вовлечением печени, почек, сердца. 
Интересно, что мы не зафиксировали изменение 
уровня экспрессии гена mpx в тканях мозга. Акти-
вация продукции лизосомального фермента ми-
елопероксидазы указывала бы, скорее всего, на 
присутствие PAMP, то есть инфекционных агентов 
[28, 41, 42]. В нашем случае имело место стериль-
ное воспаление, инициированное хирургическим 
повреждением тканей.

В  ответ на повреждение ЦНС помимо микро-
глии активируются астроциты, которые также 
участвуют в  развитии нейровоспаления. Астро-
циты составляют 19–40% глиальных клеток [43] 
и в норме обеспечивают формирование синапсов, 
аксональную передачу, миелинезацию, участвуют 
в  регуляции проницаемости гематоэнцефаличе-
ского барьера [5, 31, 44]. Подобно клеткам микро-
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глии астроциты могут иметь как провоспалитель-
ный, так и  противовоспалительный фенотип [2, 
33]. Астроциты секретируют провоспалительные 
факторы такие как IL‑1β, TNF‑α, активные фор-
мы кислорода, оксид азота, что усиливает процес-
сы нейровоспаления [2, 5, 33]. Противовоспали-
тельные цитокины, такие как IL‑4, IL‑13 и  IL‑10 
способствуют индукции альтернативной, или ней-
ропротективной активации астроцитов. Альтерна-
тивно-активированные астроциты также высво-
бождают IL‑4, IL‑10 и TGF‑β, нейротрофический 
фактор мозга, которые оказывают противовоспа-
лительное действие при повреждении головного 
или спинного мозга [2, 33].

Таким образом, процесс реализации иммунно-
го ответа при повреждении центральной нервной 
системы, а также его генерализация, являются ре-
гулируемым. Ключевую роль в нем играют М1 или 
М2 клетки микроглии. Вместе с тем, поляризация 
в том или ином направлении регулируется цитоки-
нами про- или противовоспалительного спектра. 
В последнее время активно изучается роль внекле-
точных везикул в процессах регуляции клеточной 
дифференцировки, пролиферации, функциональ-
ной активности и т. д. При этом наиболее важными 
факторами эффективности являются их клеточное 
происхождение, переносимый груз нуклеиновых 
кислот, белков, липопротеидов [45–47].

Предполагается, что введение экзогенных ВВ на 
фоне повреждения спинного мозга и развившего-
ся нейровоспаления может внести существенный 
вклад в поляризацию иммунного ответа с возмож-
ным переключением микроглии на М1 или М2 фе-
нотип. Кроме того, при системном введении ве-
зикул можно ожидать их эффекты в  отдаленных 
органах и тканях. В наших экспериментах интраце-
ломическое введение рыбам Danio rerio с  травмой 
спинного мозга ВВ, секретируемых как неакти-
вированными (EVs_NA), так и  активированными 
макрофагоподобными клетками ТНР‑1 (EVs_PMA 
и EVs_TNF), не приводило к достоверному изме-
нению профиля экспрессии исследуемых генов 
про- и  противовоспалительных цитокинов. Вме-
сте с тем, были отмечены тренды, которые могли 
бы быть продемонстрированы при более подроб-
ном изучении дозозависимых эффектов вводимых 
внеклеточных везикул. Наиболее “перспективны-
ми” в этом отношении можно считать внеклеточ-
ные везикулы, полученные при стимуляции клеток 
THP‑1 фактором некроза опухолей.

Полученные результаты позволяют также пред-
положить, что ВВ, секретируемые моноцитопо-
добными клетками под воздействием TNF, могут 
нести в своем составе маркеры активации сигналь-
ных путей, влияющих на процессы, протекающие 
не только в микроглии, но и астроцитах, которые 
также участвуют в развитии нейровоспаления. ВВ 

могут оказывать влияние на различные сигналь-
ные пути, в частности src-киназу, ERK1/2 киназу, 
эндотелиальную NO‑синтазу (eNOS), сборку NL-
RP‑инфламмасомы и т. д. Эти пути связаны с ад-
гезией, миграцией, пролиферацией, продукцией 
цитокинов клетками [48, 49].

В  своем исследовании Chaudhuri и  соавт. [50] 
показали, что внеклеточные везикулы, секретиро-
ванные астроцитами в зависимости от вида стиму-
ла (АТФ, IL‑1β и TNF‑α) несли в себе различные 
грузы микроРНК и  оказывали противоположные 
эффекты на нейроны гиппокампа. ВВ, секретиру-
емые при обработке астроцитов АТФ, содержали 
в своем составе let‑7f, miR‑100, miR‑23а, miR‑145 
и  способствовали увеличению длины аксонов, 
дендритов и  формированию нервных узлов. В  то 
время как ВВ, секретированные астроцитами при 
стимуляции IL‑1β и  TNF‑α, оказывали обратные 
эффекты на длину аксонов и  дендритов, а  также 
количество нервных узлов. ВВ, полученные от воз-
действия IL‑1β, несли в  себе let‑7a, let‑7c, let‑7d, 
let‑7f, miR‑16, miR‑214, miR‑100, miR‑125a‑5p, 
miR‑125b‑5p и  miR‑24, а  ВВ, секретированные 
при воздействии TNFα, содержали miR‑27b, 
miR‑145, miR‑107, miR‑628, miR‑544, miR‑598–5p, 
miR‑16, miR‑1224, miR‑214, miR‑199a‑3p, miR‑501, 
miR‑125b‑5p, miR‑24, miR‑532-5p и miR‑208a [50]. 
В исследовании in vivo на мышиной модели было 
показано, что экзосомы микроглиального про-
исхождения содержали повышенный уровень 
microRNA‑124-3p и  способствовали поляризации 
макрофагов в М2 фенотип, что значительно снижа-
ло воспалительную реакцию при черепно-мозговой 
травме. Ингибирующий эффект microRNA‑124-3p 
на воспаление нейронов происходил путем пода-
вления активности передачи сигналов через mTOR 
(the mammalian target of rapamycin) за счет сниже-
ния экспрессии гена PDE4B. Кроме того, повы-
шенное содержание microRNA‑124-3p в экзосомах 
способствовало восстановлению поврежденных 
нейронов [51].

Очевидно, что молекулярный состав внеклеточ-
ных везикул влияет как на их биодоступность, так 
и  на вызываемые эффекты. Экспрессируемые на 
поверхности ВВ молекулы межклеточной адгезии, 
интегрины, тетраспанины и  т.  д. влияют на рас-
пространение и миграцию, опосредуя связывание 
частиц с  дифференциально экспрессируемыми 
лигандами на разных типах клеток в разных орга-
нах [52, 53]. Например, ВВ, несущие тетраспанин 
Tspan8 и интегрин ITG β4, преимущественно свя-
зываются тканями селезенки, легких и почек [54]; 
ВВ, экспрессирующие ITG α5β1 и αVβ3 и взаимо-
действующие с  фибронектином, демонстрируют 
преимущественную нацеленность на печень [55]; 
ВВ, несущие ITG β3,  – на мозг [56]. В  процессе 
циркуляции эти молекулы адгезии с  различной 
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степенью специфичности связываются с  такими 
целевыми клетками в органах как эндотелиоциты, 
эпителиоциты, фагоциты [57, 58]. Вероятно, реги-
стрируемые нами различные эффекты, или отсут-
ствие таковых, в отдаленных органах при введении 
ВВ от активированных по-разному клеток, связа-
но с различием в экспрессии именно молекул ад-
гезии и тетраспанинов. В частности, уровень CD54 
(ICAM‑1) во ВВ в группе EVs_TNF был выше, чем 
во фракции везикул EVs_PMA [22, 23].

При реализации иммунного ответа внеклеточ-
ные везикулы участвуют в обеспечении взаимодей-
ствия разных звеньев иммунной системы, а имен-
но врожденной и  адаптивной. Для активации 
наивной Т‑клетки необходима презентация анти-
гена антигенпрезентирующей клеткой (АПК) в со-
ставе главного комплекса гистосовместимости. ВВ 
могут брать на себя эту функцию, когда АПК на-
прямую не взаимодействует с Т‑клеткой [59]. Так 
же, как и с клетками, для обеспечения контакта на 
ВВ потребуется ко-экспрессия ICAM‑1 и  рецеп-
торов B7–1 (CD80)/ B7–2 (CD86) [60, 61]. Таким 
образом, экспрессия костимуляторных и адгезион-
ных молекул на поверхности ВВ, продуцируемых 
моноцитоподобными клетками, может быть кри-
тичной для реализации их функций.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В  настоящем исследовании на рыбах Danio re-

rio мы продемонстрировали возможность посред-
ством внеклеточных везикул, продуцированных 
активированными моноцитоподобными клет-
ками, влиять на поляризацию иммунного ответа 
после смоделированной травмы спинного мозга, 
в частности на изменение уровня экспрессии про-
воспалительных и  противовоспалительных генов 
в тканях мозга, сердца, печени и почки.
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The immune response to spinal cord injury is realized by local and systemic inflammation, followed by repair 
and restoration of the function of damaged organs. The opportunity to control pro-inflammatory activity and 
stimulate regenerative processes is an important aspect of the research. Extracellular vesicles (EVs) secreted by 
activated monocyte-like cells may be a useful tool to drive the polarization of the immune response towards M1 
or M2. The aim of the study was to investigate the systemic effects of extracellular vesicles, produced by activated 
monocyte-like cells of the THP‑1 line, after spinal cord injury in zebrafish. It was shown that intracoelomic 
administration to Danio rerio fish with spinal cord injury of EVs secreted by THP‑1 cells, activated by the tumor 
necrosis factor (TNF), led to a proinflammatory effect, manifested by an increase in the expression of il‑6 and 
tnf-α genes in the brain tissue, and to a less pronounced change in activity in the tissues of the heart, liver and 
kidney. In the same time, EVs, secreted by unactivated THP‑1 cells as well as activated by the phorbol‑12- myri-
state‑13-acetate (PMA), did not show any activity. Thus, it was demonstrated that extracellular vesicles secreted 
by activated monocyte-like cells have the potential to influence on the polarization of the immune response after 
simulated spinal cord injury in zebrafish.

Key words: Danio rerio, zebrafish, spinal cord injury, Extracellular vesicles, THP‑1 cells, gene expression, system-
ic inflammation


